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A method for generating structural and functional diversity in a peptide sequence by randomly deleting and inserting nu- 
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oeuvre par transfection d'une preparation cellulaire par des vecteurs permettant une expression des genes Rag-1 et Rag-2 et even- 
tuellement du gene de la terminale desoxynucleotidyle transfi&rase ainsi que par un vecteur portant la sequence nucleotidique co- 
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^ PROCEDE DE GENERATION D'UNE DIVERS ITE STRUCTURALE ET 

FONCTIONNELLE DANS UNE SEQUENCE PEPTIDIQUE. 
^ La presente invention a pour objet un precede 

de generation d'une diversite structurale ou 
5 fonctionnelle dans une sequence peptidique par 
introduction d* insertions ou deletions de nucleotides 
dans la sequence nucleotidique codant pour ladite 
sequence peptidique . 

La presente invention est d' autre part relative 
10 a des compositions pharmaceutiques , a des medicaments 
ou a des reactif s . de diagnostic contenant des 
proteines ou peptides obtenus par ce precede . 

Les genes matures codant pour les chaxnes 
composant les immunoglobulines et les recepteurs des 
15 cellules T sent assembles precocement lors du 
developpement des lymphocytes a partir de segments de 
genes dits de variabilite ( V ) , de soudure , ou de 
jonction ( J ) / et dans certains cas de diversite 

20 Sept loci sont susceptibles d'etre rearranges 

par recombinaison de ces fragments . 

Les sequences des signaux de recombinaison 
(RSS ) adjacentes a chaque gene fournissent les cibles 
pour la recombinaison . Ces sequences sont compos ees 

25 d'un heptamere palindromique et d'un nonamere riche en 
adenosine et en thymidine , separees par une sequence 
de 12 ou de 23 paires de base . Les rearrangements 
s'operent entre des RSS avec des sequences de 
separation de differentes longueurs . 

30 Deux types de jonction ou soudure sont formes 

durant la recombinaison : des jonctions codantes 

*■ .- - 

creees par la juxtaposition de segments de genes et 
des jonctions non codantes formees par des RSS 
contigues. Dans ce dernier cas , les heptameres sont 
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generalement joints sans insertions de nucleotide ou 
sans deletions . Les jonctions codantes sont quant a 
elles sujettes a des modifications importantes . 

Les variations dans les jonctions au cours du 
rearrangement des segments de genes codant pour les 
immunoglobulines constituent une grande source de 
diversite . Plusieurs nucleotides peuvent ainsi etre 
elimines et deux types d' insertion peuvent etre 
trouves . 

L' addition de nucleotides de maniere aleatoire 
resulte dans 1' insertion de regions dites regions N 
sur les chaines lourdes des immunoglobulines . II a 
ete emis I'hypothese ( Randau et al Molecular and 
cellular Biology , 1987 , 3.237-3.243 ; que la 
desoxynucleotidyle transferase (TdT ) est responsable 
de cette addition aleatoire de nucleotides . 

Les insertions de nucleotides de type P 
correspondent a la repetition inverse des sequences 
adjacentes a celles des sequences codantes . On a emis 
I'hypothdse que leur addition correspond a une etape 
obligatoire du mecanisme de recombinaison . 

Des experiences de trans fection a I'aide d'ADN 
genemique ont permis d-isoler deux genes intervenant 
de maniere active dans la recombinaison : les genes 
Rag-1 et Rag-2 ( Oettinger et al. , Science , Volume 

24&, 1517-1523, 1990). 

II a ete montre que les genes Rag-1 et Rag-2 
sont responsables de la recombinaison site-specif ique. 

Neanmoins, la combinaison des produits des 
genes Rag-1 et Rag-2 ne permet pas de reconstituer la 
diversite des anticorps trouves in vivo , c' est-a-dire 
ne permet pas de raj outer des sequences N . 

Diverses methodes ont ete mises au point pour 
tenter de modifier les chaines lourdes et legeres des 
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immunoglobulines ou des recepteurs . 

Le brevet EP-368.684 concerne une methode de 
clonage des sequences nucleotidiques correspondant aux 
domaines variables des molecules de la fainille des 
5 immunoglobulines . Cette methode consiste a fabriquer 
un ADN complementaire du domaine variable de 
1 ' immunoglobuline • 

Le brevet EP-328.444 quant a lui est relatif a 
une methode de modification de la structure d'un 

10 anticorps tout en conservant sa specificite 
fonctionnelle . Ainsi , des domaines constants 
notamment sont modifies par une manipulation classique 
du genie genetique . 

A la connaissance du demandeur , il n'existe 

15 pas de methode permettant d*obtenir de maniere 
efficace des immunoglobulines modifiees dans leurs 
structures , et ce avec une grande divers ite dans les 
modifications. 

Le demandeur s'est done attache a la mise en 

20 evidence des mecanismes de recombinaison qui 
permettent a l^organisme d'obtenir une grande 
diversite dans les immunoglobulines tels que les IgG, 
les IgM, les igA, les IgE, et dans les recepteurs des 
cellules lymphoxdes . 

25 Le demandeur s'est aussi attache a la mise au 

point d'une methode generale permettant d'obtenir de 
maniere aleatoire une gamme tres diversifiee de 
mutations , en particulier par insertion aleatoire, 
dans la sequence nucleotidique correspondant a des 

30 proteines, de structures et de fonctions diverses . 

Le demandeur a ainsi montre de maniere 
surprenante , que la combinaison des produits 
d' expression des genes Rag-1 et Rag-2 permet d'obtenir 
une recombinaison site-specif ique et que 
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1' introduction de la TdT entraxne une divers ite de 
jonction entre les sequences DJ et vr>J equivalentes a 
celles trouvees in vivo. 

Le demandeur a d' autre part mis en evidence que 
I'on pouvait en utiiisant les produits de Rag-1 et 
Rag-2 ainsi que la terminale desoxynucleotidyle 
transferase , obtenir in vitro, la production 
d'anticorps presentant des rearrangements et qui 
statistiquement, presentent une grande diversite tant 
structurelle que f onctionnelle . 

La presente invention a done pour objet une 
composition contenant en combinaison dans des 
quantites synergiques les produits d> expression des 
genes Rag-1 et Rag-2 et une terminale 
15 desoxynucleotidyle transferase ou un ou plusieurs de 
leurs fragments biologiquement actifs . 

Elle a d* autre part pour objet une composition 
contenant des sequences nucleotidiques portant ^ les 
genes Rag-1 et Rag-2 ou des genes conduisant a la 
synthese de fragments ou de derives biologiquement 
actifs des produits des genes Rag-1 et Rag-2 et le 
gene codant pour la TdT ou un de ses fragments ou 
d^riv6s biologiquement actifs , dans laquelle 
avantageusement les sequences nucleotidiques sont 

25 portees par des vecteurs. 

Elle est en outre relative a une composition 
comprenant les plasmides p Blue Rec (Kallenfaach et 
al.. Nucleic Acid Research ( 18, 6730, 1990) , p Rag-1 
et p Rag-2 (Oettinger et al, precedemment cite ) . 

La presente invention a aussi pour objet : 
- un precede de generation d'une diversite 
structurale ou f onctionnelle dans une sequence 
peptidique par deletions ou insertions aleatoires de 
nucleotides dans une sequence nucleotidique codant 



20 



30 
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w pour cette sequence peptidique , ledit precede 

comprenant la transfection d'une preparation 
cellulaire par un ou plusieurs vecteurs permettant 
1* expression des produits des genes Rag-l, Rag-2 et de 
5 la terminale desoxynucleotidyle transferase ( TdT ) ou 
de leurs derives et par un vecteur identique ou 
different portant ladite sequence nucleotidique bordee 
par une ou plusieurs sequences de recombinaison RSS ou 
bordee par un ou plusieurs derives biologiquement 

10 actifs des sequences RSS. 

precede de. generation d'une diversite 
structurale ou f onctionnelle dans une sequence 
peptidique par deletions ou insertions alt oires de 
nucleotides dans une sequence nucleotidic 3 codant 

15 pour cette sequence peptidique, ledit precede 
comprenant la transfection d'une preparation 
cellulaire par un vecteur portant ladite sequence 
nucleotidique bordee par une ou plusieurs sequences de 
recombinaison RSS ou bordee par un ou plusieurs 

20 derives biologiquement actifs des sequences RSS / puis 
dans une secende etape par un ou plusieurs vecteurs 
identiques ou differents permettant 1 'expression des 
produits des genes Rag-1 / Rag-2 et de la terminale 
desoxynucleotidyle transferase ou de leurs derives . 

25 - precede de generation d'une diversite 

structurale eu f onctionnelle dans une sequence 
peptidique par introduction dans la sequence 
nucleotidique correspondant a cette sequence 
peptidique d' insertions ou de deletions resultant de 

30 la repetition inverse de sequences adjacentes a des 
sequences de recombinaison RSS ledit precede 
comprenant la transfection d'une preparation 
cellulaire par un ou plusieurs vecteurs permettant 
1' expression des produits des genes Rag-1 et Rag-2 eu 
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de leurs derives et par un vecteur identique ou 
different portant ladite sequence nucleotidique bordee 
par une ou piusieurs sequences RSS ou par un ou 
pXusieurs derives biologiquement actifs des sequences 
5 RSS . 

precede de generation d'une divers ite 
structurale ou fonctionnelle dans une sequence 
peptidique par introduction dans la sequence 
nucleotidique correspondant a cette sequence 

10 peptidique d' insertions ou de deletions resultant de 
la repetition inverse de sequences adjacentes a des 
sequences de recombinaison RSS , ledit precede 
comprenant la transfection d'une preparation 
cellulaire par un vecteur portant ladite sequence 

15 nucleotidique bordee par une ou piusieurs sequences 
RSS ou par un ou piusieurs derives biologiquement 
actifs des sequences RSS , puis dans une seconde etape 
par un ou piusieurs vecteurs identiques ou differents 
permettant 1' expression des produits des genes Rag-1 

20 et Rag-2 ou de leurs derives . 

De tels precedes permettent ainsi d'introduire 
des insertions et des deletions dans des sequences 
nucleotidiques , de maniere al^atoire . Ces 
modifications de sequences permettent ainsi 

25 d'accroxtre h volonte la diversite biologique. 

De telles methodes sont notamment des 
substituts interessants aux methodes traditionnelles 
de mutagenese et aux methodes d'obtention dVanticorps 
monoclonaux par les hybridomes. 

30 La possibilite d'obtenir des anticorps 

monoclonaux par une autre methode que celle des 
hybridomes est avantageuse en therapeutique humaine 
car. les preparations d« anticorps obtenues selon 
1* invention sont pures . 
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On rappelle que I'on entend par sequences N des 
insertions aleatoires de nucleotides , c'est-a-dire 
qui ne sont pas des repliques de sequences 
preexistantes au voisinage des RSS. 

Ces sequences N sont done creees au hasard et 
de ce fait presentent une tres grande diversite, qui 
n'est pas dependante de la sequence nucleotidique au 
voisinage des RSS. 

Les sequences P sont par centre des insertions 
resultant de la repetition inverse des sequences 
adjacentes aux RSS. 

De ce fait , elles presentent une moins grande 
diversite que les regions N. 

Avantageusement , le ou les vecteurs recombines 
portant la sequence nucleotidique correspondant a la 
sequence peptidique sont trans feres dans des bacteries 
afin de selectionner les proteines ou les peptides 
presentant la structure et/ou la fonction souhaitee. 

II est a noter qu'il est necessaire de choisir 
des vecteurs d* expression des proteines ou peptides 
adaptes aux cellules, eucaryotes ou procaryoteS/ 
utilisees . On peut ainsi utiliser les plasmides 
pcDNAI ( commercialise par In Vitrogen) ou pRc/CMV 
(commercialise par In Vitrogen) pour les cellules 
eucaryotes ou le plasmide pBlue Script, (commercialise 
par Stratagen) . 

La presente invention est d' autre part relative 
a une mise en oeuvre pref erentielle du precede pour 
I'obtention d ' immunoglobulines , en particulier 
d'anticorps presentant une grande diversite 
structurelle et f onctionnelle par rearrangements 
sepaires des chaines legeres et lourdes composant les 
immunoglobulines et co-expression dans une meme 
cellule des deux chaines . 
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Alnsi , ce mode de mise en oeuvre preferentiel 
permet d'obtenir une grande quantite de cellules 
exprimant diverses sequences des deux chalnes des 
inmiunoglobulines . Une etape ulterieure permet la 
5 selection de 1 • immunoglobuline specif ique d'un agent 
pathogene donne par exemple. 

Avantageusement, la sequence correspondant aux 
chalnes lourdes utilisees ne comprend que la partie 
Fab. de ces chaxnes . La partie Fc est rajoutee 

10 ulterieurement . 

De maniere pref erentielle , le rearrangement 
des chaines legeres est effectue en presence^ des 
sequences nucleotidiques des genes Rag-1 et Rag 2 ou 
de genes conduisant a la synthese de derives ou de 

15 fragments biologiquement actifs des produits de Rag-1 
et Rag-2 et le rearrangement des chalnes lourdes est 
effectue en presence des sequences nucleotidiques des 
genes Rag-1 et Rag-2 et du gene de la terminale 
desoxynucleotidyle transferase ou de genres conduisant 

20 a la synthese de derives ou de fragments 
biologiquement actifs de Rag-1 , Rag-2 ou de la TdT. 

Pour obtenir 1' expression des chaxnes lourdes 
des immunoglobulines en utilisera des vecteurs portant 
les segments V, D et J tandis que pour les chaxnes 

25 legeres les vecteurs porteront les sequences V et J. 

La presente invention est en outre relative a 
un precede pour I'obtention de recepteurs des cellules 
lympholdes, et en particulier des cellules T, 
presentant une grande divers ite structurale et 

30 fonctionnelle par rearrangement des chaxnes alpha, 
beta, gamma et/ou delta des recepteurs des cellules T. 

Elle a de plus pour objet un procede , 

comprenant les etapes de : 

a) transfection d'une preparation cellulaire 
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par un ou plusieurs vecteurs portant une sequence 
nucleotidique codant pour la sequence peptidique dont 
on veut obtenir la variabilite et par un ou plusieurs 
vecteurs identiques ou differents permettant 
5 I 'expression des genes Rag-1 et Rag-2 ou 1' expression 
des genes Rag-1, Rag-2 et de la TdT; 

b) isolement de I'ADN des vecteurs des 
preparations cellulaires ; 

c) elimination des vecteurs n'ayant pas subi de 

10 recombinaison ; 

d) transformation d'hotes cellulaires par les 

vecteurs resultant de I'etape c) , et 

e) selection des hotes cellulaires exprimant 
les molecules presentant la structure et/ou la 

15 fonction recherchee. 

De maniere avantageuse , ce precede comprend 

les Stapes de : 

a) CO- trans feet ion d'une preparation cellulaire 
par un ou plusieurs vecteurs portant des genes codant 

20 pour des chalnes ISgeres non rearrangees' et par un ou 
plusieurs vecteurs exprimant des genes codant pour 
Rag-1 et Rag-2 , leurs derives et/ou leurs fragments , 
et 

b) co-trans feet ion d'une autre preparation 
25 cellulaire par un ou plusieurs vecteurs portant des 

genes codant pour des chaines lourdes non rearrangees 
et par un ou plusieurs vecteurs exprimant le gene de 
la terminale desoxynucleotidyle transferase ainsi que 
des genes codant pour Rag-1 et Rag-2 , 
30 c) isolement de I'ADN des vecteurs des deux 

preparations cellulaires / 

d) elimination des vecteurs n'ayant pas subi de 

recombinaison , 

e) transformation d'au moins deux cultures 
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bacterxennes respectivement par les preparations de 
vecteurs obtenus a I'etape d) , amplification et 
preparation des ADN des vecteurs bacteriens , 

f ) mise en place sur un meme vecteur des genes 
5 codants pour les chalnes lourdes et legeres 

g) transformation d'hotes cellulaires par le 
vecteur obtenu a I'etape f) , et 

h) selection des hotes cellulaires exprimant 
des molecules immunoglobulines completes . 

10 On appelle hotes cellulaires toutes bacteries 

ou cellules eucaryotes pouvant etre trans formees ou 
trans f ectees . 

On appelle,. dans la presente demande , vecteur^ 
toute molecule d'ADN autoreplicative et pouvant etre 

15 transferee d'une cellule a une autre . On utilise 
preferentiellement des plasmides dans les etapes a a h 
mais tout autre vecteur compatible avec les systemes 
cellulaires et bacteriens employes peut etre 
avantageusement utilise . 

20 Les vecteurs obtenus a I'etape c) et n'ayant 

pas subi de recombinaison sont avantageusement 
elimines par digestion enzymatique a un site 
specif iquement reconnu par une endonuclease de 
restriction • 

25 Les cellules preferentiellement utilisees dans 

les etapes a) et b) sont des fibroblastes ou des 
cellules lymphoides , ou tout autre type cellulaire ou 
lignee de cellules eucaryotes . 

II est a noter que les vecteurs utilises 

30 contiennent de preference , la region precoce de 
polyome afin de permettre leur replication a I'etat 
autonome dans des cellules eucaryotes . 

La selection des bacteries a I'etape h) est 
avantageusement effectuee par replique sur filtre des 
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colonies bacteriennes obtenues par etalement des 
bacteries sur boites de Petri et criblage ulterieur 
[" Molecular cloning ; a Laboratory Manual " ( Sambrok 
et al^ Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 
1989)] avec des antigenes pour lesquels- I'on veut 
obtenir des anticorps specifiques . 

On note de plus , que les vecteurs exprimant 
les anticorps ou les recepteurs des cellules 
lymphoides recherches peuvent etre modifies 
ulterieurement de fagon a permettre 1' expression 
d* immunoglobulines completes dans des cellules 
eucaryotes , et en particulier / de fagon a permettre 
leur glycosylation . 

Les modes de mise en oeuvre des etapes a) ah ) 
sent a la portee de I'homme du metier . On peut de 
maniere generale, se referer au " Molecular cloning; a 
Laboratory Manual" ( Sambrok et al. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, New York , 1989 ) 

Des mises de modes en oeuvre pratiques de ces 
etapes sont aussi decrites dans 1' article de Huse et 
al. ( Science , volume 246, 1275-1281, 1989 ). 

Notamment , le vecteur utilise dans I'etape a) 
peut etre le plasmide p Blue Script contenant une 
cassette du type fragment EcoRI- NotI de lambda Lcl 
decrit dans cet article dans lequel sont inseres un 
segment V et un segment J fusionne a la region 
constante de la chaine legere . Les segments VL et JL 
sont bordes par leurs sequences signal de 
recombinaison . 

Le vecteur utilise pour la co-transformation de 
I'etape b) peut etre le plasmide p Blue Script 
contenant une cassette du type fragment Notl-EcoRI de 
lambda Hc2 decrit dans cet article dans lequel sont 
inseres un segment V, un segment D et un segment J 
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fusionne a la region CHI de la chalne lourde. Les 
segments VH, DH, et JH sont bordes par leurs sequences 
signal de recombinaison. 

Les vecteurs d' expression des genes Rag-1 et 
5 Rag-2 utilises dans ies etapes a) et b) peuvent etre 
ceux decrits par Oettinger et al. ( Science, 248, 

1517-1523, 1990 ). 

Le vecteur de clonage portant le gene codant 
pour la terminale desoxynucleotidyle transferase peut 
10 etre en particulier le plasmide pMTdT qui est un 
pcDNAII dans lequel a . ete insere I'ADN complementaire 
de la terminale desoxyribonucleotide transferase de 
sour is . 

Ce plasmide qui a ete depose le lO Decembre 

15 1991 aupres de la Collection Nationale de Culture des 
Microorganismes de I'Institut Pasteur sous le n" I 
1160 est un autre objet de la presente demande. 

L' article de Huse et al. precedemment cite 
mentionne d' autre part plus particulierement des modes 

20 de mise en oeuvre pratiques qui peuvent etre utilises 
dans le cadre de la presente invention . 

En particulier , les vecteurs utilises dans les 
etapes a) et b) peuvent etre obtenus a partir d'une 
librairie construite comme decrit dans cet article . 

25 Cette librairie peut etre obtenue en clonant 

les fragments des chaxnes legeres et lourdes dans 
respectivement les vecteurs issus du phage lambda , 
lambda Lcl et lambda Hc2 . Ces vecteurs qui servent au 
clonage dans I'etape initiale de la construction de la 

30 librairie peuvent etre excises et donner naissance a 
un plasmide contenant des morceaux d' oligonucleotides 
correspondant aux chalnes lourdes et legeres. 

ces vecteurs contiennent divers sites de 
restriction, et une sequence codante pour le peptide 
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leader du gene bacterien PelB qui a ete precedemment 
utilise avec succes dans E. coli pour secreter des 
fragments Fab , un site de liaison des r:ibosomes , et 
sur le vecteur lambda Hc2 une sequence correspondant 
au decapeptide tag situe a I'extremite C terminale de 
1* insertion de la chaine lourde . Le peptide tag 
permet la purification des produits d' expression par 
passage sur des colonnes d ' immuno-af finite . 

L'ADN a la base de la fabrication de la 
librairie des chaines lourdes est pref erentiellement 
de I'ADN humain afin de minimiser les risques de rejet 
par I'organisme dans le cas d' utilisation de ces 
anticorps en therapeutique humaine. 

La mise en oeuvre de I'etape f)^ qui est la 
mise en place sur un meme vecteur des genes codant 
pour les chaines lourdes et legeres peut-etre 
effectuee comme decrite page 1278 de 1' article de Huse 
et al. precedemment cite • 

On digere ainsi la librairie de chaines legeres 
par I'endonuc lease de restriction coupant a un site 
unique , on dephosphoryle les extremites 5' 
resultantes , et on digere ensuite les produits , par 
une autre endonuclease de restriction Ecq Rl coupant a 
un site unique • 

L'ADN des vecteurs composant la librairie des 
chaines lourdes est clive par 1 • endonuclease Hind-III 
puis dephosphoryle et digere par 1 ' endonuclease Eco 
Rl« 

Les ADN ainsi prepares sont melanges et reunis 
par ligation . 

Apres ligation , seuls les clones qui resultent 
de la combinaison d'un fragment issu de la librairie 
de chaines lourdes et d'un fragment issu de la 
librairie de chaines legeres , reconstituent un phage 
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viable . 

Pour la construction des librairies des chaines 
lourdes et legeres^ on peut utiliser des preparations 
d'ADN messagers isolees a partir de cellules de 
5 I'organisme ou d'hybridoraes . On synthetise alors dans 
un systeme d' amplification par PGR des ADN 
complementaires correspondants . Ces techniques sont 
bien connues de I'homme du metier et sont notamment 
decrites dans " Molecular cloning a Laboratory Manual 

10 ( Sambrok et al. 1989 , precedemment cite ). 

La selection . des bacteries exprimant les 
molecules completes de I'etape h) est suivie par line 
etape de selection des clones synthStisant les 
molecules que I'on souhaite obtenir . 

15 L' assemblage des parties des chaxnes lourdes et 

des chaines legeres ainsi obtenu peut conduire 
uniguement a I'obtention du fragment Fab. Le vecteur 
est alors modifie de fagon a pouvoir coder pour le 
fragment Fc . Le produit d'expression de ce vecteur 

20 est alors un anticoirps. 

Dans le cas de la selection de clones 
synthetisant des anticorps , une methode de selection 
peut etre celle utilisee par Huse et al. ( 
precedemment cite ) pour la selection de clones 

25 synthetisant des anticorps diriges a I'encontre du 
paranitroph§nyle phosphonamidate (NPN) . 

La methode utilisee dans cet article consiste a 
faire des doubles sur feuille de nitrocellulose de 
clones etales sur des boltes de milieu de culture 

30 gelifie et de tester 1 • hybridation du NPN couple a du 
serum d'albumine bovine marque a 1' I • 

La presente invention a de plus pour objet des 
compositions pharmaceutiques , des medicaments et des 
reactifs de diagnostic contenant les produits obtenus 
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par I'un des procedes objet de la presente invention. 

En particulier , les produits d' expression dans 
des cellules eucaryotes ou procaryotes trans fectees 
par des plasmides recombinants portant des genes 
5 originaires du lapin ou de la souris peuvent etre 
utilises dans des coffrets de diagnostic humain ou 
veterinaire . 

La presente invention a en outre pour objet des 
compositions immunogenes et des anticorps obtenus par 
10 I'un des procedes selon 1 ' invention . 

La presente invention est illustree sans pour 
autant etre limitee par les exemples de mise en oeuvre 
suivants dans lesquels : 

La figure 1 represente les sequences des 
15 jonctions formees sur le plasmide pBlueRec apres co- 
trans fection avec pRag-1 et p Rag-2 dans des 
fibroblastes NIH-3T3 . 

La figure 2 represente les sequences des 
jonctions formees sur le plasmide pBlueRec apres co- 
20 transfection avec des vecteurs codant pour Rag-1 , 
Rag-2 et la TdT dans des fibroblastes NIH-3T3. 

La figure 3 represente les sequences de 
jonctions formees sur pBlueRec apres co-trans fection 
avec des vecteurs codant pour Rag-1 et Rag-2 dans les 
25 lignees cellulaires BWIJ, CHO-Kl et A.9 . 

Sur ces trois figures , les sequences as 
plasmides recombines sont alignees avec la sequence du 
plasmide d'origine pBlueRec qui est la premiere 
sequence en partant du haut des figures . 
30 Sur ces trois figures , les nucleotides 

supposes etre dus a des insertions de type P sont 
soulignes dans les parties centrales des figures / 
tandis que les insertions de type N figurees dans ces 
memes parties ne sont pas soulignees. Les deletions 
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sont representees par des lignes discontinues. 
EXEMPLES 

Mafceriels et methodes utilises dans les exemples . 

5 Ixianee cellulalre 

Les fibroblastes d'embryons de souris NIH-3T3 
(ATCC CRL 6442) et les cellules A9 derivees des 
cellules L , ( ATCC CRL 6319) sont cultives dans du 
DMEM complemente avec 10% de serum de foetus de veau . 
10 Les cellules d'hepatomes de souris BWIJ sont 

cultivees conime indique par Cassio D. & Weiss M.C. 
(Somat cell Genet, 5, 719-738, 1979) . 

Les cellules d'ovaires d' hamster chinois CHO-Kl 
(ATCC CCL 61 ) sont cultivees dans du RPMI , 
15 complementees avec 10% de serum de foetus de veau . 

Les cellules pre-B BASP-1 ( Choquet et 
al., science, 235, 1211-1214, 1987) sont cultivees 
dans du RPMI complemente avec 10% de serum de foetus 
de veau et 50 pim. de /3-mercapto- ethanol. 

20 nonage d^^ g^ne codant pour la terminale 

desoxvnucleotidvle -hT-ansf erase de souris . 

De I'ARN est prepare a partir de thymus de 
souris vieilles de 5 semaines comme decrit par Auffray 
et Rougeon (Europe J. Biochem. , 107, 303-314, 980 ) , 
25 du thiocyanate de guanidine 4M etant utilise a la 

place d'uree 6M. 

L'ARN poly-A est purifie en utilisant une 
chromatographie cellulose ollgo DT et est analyse par 
Northern blot . La synthese du simple brin est 
30 effectuee a partir de 5 ng d'ARN poly-A initialise 
avec de I'oligo DT en utilisant la transcriptase 
inverse du MMLV ( commercial is ee par BRL) . 

La synthese du double brin est effectuee en 
presence d'ADN polymerase I et de RNase H . 
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Des adaptateurs double brin portant des 
extremites BstXl sont lies au CDNA prepare de maniere 
adequate et clones dans le site de restriction BstXl 
du pCDNA2 ( commercialise par In Nitrogen ) . 
5 La librairie d'ADN complementaire de thymus de 

souris est criblee avec deux oligo-nucleotides 
melanges correspondent respectivement aux sequences 
121-142 et 1471-1494 de la sequence de I'ADN 
complementaire de la TdT de souris . 
10 Les clones d'ADN complementaire positifs et que 

-I'on suppose suffisamment longs pour contenir 
entierement le gene codant pour la TdT de souris spnt 
sequences sur les deux brins par la methode de la di- 
desoxyterminaison ( Sanger et al., PNAS, 74, 5463- 
15 5467, 1977) . 

Vecteurs utilises, 

Le plasmide pBlueRec est decrit par Kallenbach 
et al.( (1990) Nucleic Acid Research 18 , 6730) . 

p Rag-1 et p Rag-2 ont ete fournis par 
20 Oettinger et al. (precedemment cite). 

L'ADN complementaire de la TdT de souris est 
clone dans le pCDNAl. L' expression de Rag-1 , Rag-2 et 
de la TdT sont sous le controle du promoteur du CMV. 

Mise en evidence de la recombinaison s pecif iaue 
25 Les transfections sont effectuees par 

electroporation en suivant les indications donnees par 
Chu et al .( Nucleic Acid Research Res., 15, 1311- 

1326, 1987 ). 

2.10^ cellules sont transfectees avec 2,5 u<i 
30 pBlueRec avec ou sans 6 jL/g de p Rag-1 ou 4,8 /ig de p 
Rag-- 2 . 

Pour determiner I'effet de la TdT sur 
1 'insertion de region N , 4,5 u g du vecteur 
d' expression de la TdT sont ajoutes aux trois 
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vecteurs mentionnes ci-dessus . 

Les cellules sont recoltees apres 40 a 48 
heures d' incubation a 37 "C , lavees avec du PBS et 
I'ADN plasmidique est prepare selon Birnboim et Doly 
5 (Nucleic Acids Res. 7, 1513-1523, 1979 ). 

Les culots d'ADN sont resuspendus dans 20 ul 
d'eau sterile . 7 ul de la solution d'ADN sont digeres 
par Dpnl afin d'eliminer les plasmides qui ne sont pas 
repliques . 

4o fil d'une bacterie competente XLl-Blue 
.(commercialisee par Stratagene) sont transformes par 
electroporation et etales sur des boltes d'Agar ,LB 
contenant du XGal (80 ;;g/ml) , de I'IPTG ( 150 fM ) de 
I'ampicilline (100 ng/ml) et de la tetracycline (. lO 

15 ug/taL) . 

La frequence de rearrangement est calculee 

comme la quantite de colonies bleues x 3 sur le nombre 

total de clones. 

cia quencaae des clo nes recombinants 
20 Les colonies bleues sont repiquees et isolees 

sur des boites d'agar LB contenant du XGal , de 

I'IPTG, de I'ampicilline et de la tetracycline . 

Les preparations d'ADN sont effectuees selon la 

methode decrite par Sambrok et al. • ( Molecular 
25 cloning. Laboratory Manual precedenmient cite ) , puis 

traitees par de la RNase durant deux heures a 

temperature ambiante avant d'effectuer le sequengage 

du double brin . 

EXEMPLE 1 

30 romn^T-aison H^.., freauences de recombinaison 

H«n^ ifts fibrot^i^^tes NI W-7t:^ et dans les liqnees 
r-onnTaires prenurseurs d ^s rellules B en presence de 

Rao-l et Raa-2. 

L'activite recombinatoire due a Rag-1 et Rag-2 
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dans les fibroblastes NIH-3T3 a ete testee par 
transfection transitoire . 

p Rag-1 et p Rag-2 sont co-transf ectes dans des 
fibroblastes NIH3 avec le plasmide substrat pour la 
recombinaison pBlueRec. 

Apres 4 8 heures , 1*ADN plasmidique est isole 
et teste chez E.Coli pour la recombinaison . 

La sequence LacZ de pBlueRec est interrompue 
par un fragment d'ADN de 280 paires de bases flanquee 
de deux RSS. 

Le rearrangement site-specif ique va eliminer 
1 ' insertion et dans un cas sur trois va restaurer, le 
cadre de lecture correcte / donnant naissance a des 
clones bleus apres transformation de E.Coli. 

Ce test rapide permet d' examiner un nombre 
important de rearrangements . 

Des experiences de trans fection avec p Rag-1 ou 
p Rag-2 seuls ne donnent pas naissance a des clones 
recombinants . 

Comme indique sur le tableau I , on observe une 
frequence de recombinaison importante quand les deux 
plasmides sont co-transf ectes . De plus , la frequence 
( moyenne geometrique= 1,26 ) est comparable a celle 
observee apres trans fection du substrat de 
recombinaison dans les cellules pre B , BASPl 
(moyenne geometrique = 1,46 ). 

Afin de comparer les jonctions codantes formees 
apres la recombinaison modulee par p Rag-1 et p Rag-2 
dans les fibroblastes , avec les jonctions observees 
dans les cellules lymphoides , les jonctions sur les 
plasmides rearranges obtenues apres transfection des 
cellules NIH-3T3 sont sequencees . 

Les sequences indiquees sur la figure 1 
representent des elements de recombinaison 
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independants , c'est-a-dire issus de differentes 
experiences de trans fection . 

Sept jonctions sur 17 presentent ni deletions 

ni insertions . 
5 Quatre jonctions ont des deletions sur un cote 

et quatre autres ont des deletions sur les deux cotes. 

Seuleraent une jonction presente une insertion 
de type P de deux paires de bases as^ociee a une 
deletion de deux paires de bases sur un des cotes de 

10 la jonction . 

La derniere jonction presente une deletion 
d'une paire de base et une addition d'un nucleotidp , 
qui peut etre attribuee a I'heptamere et est 
probablement due a une excision imprecise. 

15 EXEMPLE 2 

fo-fT-^ns fection P ^r Raa-1 Raq-2 et TdT des 

f tbroblaptes NIH-3T3 . 

Afin de tenter de reconstituer, la divers ite 
jonctionnelle observee dans des cellules preB ou preT, 
20 des fibroblastes NIH-3T3 sont trans fectes avec le 
vecteur d* expression de la TdT ainsi qu^avec p Rag-1 r 
p Rag-2 et pBlueRec. 

Les plasmides recombinants sont sequences . 

Des transfections temoins effectuees avec le 
25 vecteur pCDNAl sans I'ADN complementaire de la TdT 
n'entraine aucune insertion de regions N . 

Comme I'indique la figure 2, 88 % des jonctions 
montrent qu'il y a eu insertion de regions N . La 
plupart des regions N sont de 1 a 4 nucleotides avec 
30 une moyenne de 3 nucleotiques par jonction . 

On observe neanmoins une insertion 
exceptionnelle de 18 nucleotides . 

La TdT incorpore plus efficacement les residus 
G que d- autres nucleotides . La frequence des 
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insertions de nucleotides de type P seinble augmenter 
dans cette experience. II doit cependant etre remarque 
qu'il est impossible de les distinguer des regions N • 
EXEMPLE 3 

5 Effet de Rag-l et RaQ-2 dans differents types 

de lianees cellulaires dif f erenciees . 

On a montre dans les exemples precedents , que 

Rag-1 et Rag-2 sont capables d'entrainer une activite 

de recombinaison dans des cellules relativement 
10 indiff erenciees que sont les fibroblastes NIH-STS. 

On a done teste 1 ' activite de ces deux genes 

dans des cellules dans des etats differencies . Les 

resultats obtenus dans les lignees cellulaires BWIJ , 

CHO-Kl et A9 sont indiques sur le tableau 2. 
15 On observe des variations entre les differences 

lignees cellulaires, mais de maniere surprenante, les 

frequences de rearrangement dans des lignees BWIJ et 

CHO-Kl sont clairement superieures a celles obtenues 

pour les fibroblastes 3T3. 
20 Les rearrangements peuvent etre detectes 13 

heures apres la co-trans feet ion avec pBlueRec , p Rag- 

1 et p Rag-2. 

Le sequengage des plasmides recombines montre 

que des deletions aux jonctions codantes ont lieu dans 
25 les trois lignees cellulaires testees (figure 3). 

Une seule insertion de nucleotide de type P est 

trouvee a la jonction d'un clone recombinant obtenu 

apres transfection des lignees A9. 

CONCLUSION. 

30 L' ensemble de ces resultats montre qu'on 

obtient dans des lignees non dif f erenciees des 
deletions nucleotidiques apres co-transf ection par p 
Rag-1 et p Rag-2. On observe de plus des insertions 
nucleotidiques de type P telles que definies par 
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Lafaille et al. ( Cell, 59, 859-870, 1989) . 

on remarque de plus que la co-expression de 
Rag-1, Rag-2 et TdT dans des cellules non 
differenciees conduit a des insertions de type N. 

L' ensemble de ces resultats indique done que 
Rag-1 et Rag-2 suffisent a induire une recombinaison 
site-specifique mais que la presence de la TdT , en 
combinaison avec Rag-1 et Rag-2, est necessaire pour 
obtenir des insertions de type N qui sont le reflet de 
1' expression de la diversite de synthese des 
immunoglobulines et . des recepteurs des cellules 
lymphoxdes . 
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REVENDICATIONS 
1. Composition contenant des sequences 
nucleotidiques portant les genes Rag-1 et Rag-2 ou des 
genes conduisant a la synthese de fragments ou de 
5 derives biologiquement actifs des produits des genes 
Rag-1 et Rag-2 et le gene codant pour la TdT ou un de 
ses fragments ou derives biologiquement actifs. 

2. Composition selon la revendication 1 , 
caracterisee en ce que les sequences nucleotidiques 

10 sont portees sur des vecteurs. 

3. Composition comprenant les plasmides pBlueRec 
, p Rag-1 et p Rag-2. 

4. Composition contenant en combinaison dans 
des quantites synergiques les produits d' expression 

15 des genes Rag-1 et Rag-2 et une terminale 
desoxynucleotidyle. transferase ou un ou plusieurs de 
leurs fragments ou derives biologiquement actifs. 

5. Procede de generation d'une divers ite 
structurale ou f onctionnelle dans une sequence 

20 peptidique par deletions ou insertions aleatoires de 
nucleotides dans une sequence nucleotidique codant 
pour cette sequence peptidique , ledit procede 
comprenant la transfection d'une preparation 
cellulaire par un ou plusieurs vecteurs permettant 

25 !• expression des produits des genes Rag-l, Rag-2 et de 
la terminale desoxynucleotidyle transferase ( TdT ) ou 
de leurs derives et par un vecteur identique ou 
different portant ladite sequence nucleotidique bordee 
par une ou plusieurs sequences de recombinaison RSS ou 

30 bordee par un ou plusieurs derives biologiquement 
actifs des sequences RSS. 

6. Procede de generation d'une diversite 
structurale ou fonctionnelle dans une sequence 
peptidique par deletions ou insertions aleatoires de 
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nucleotides dans une sequence nucleotidique codant 
pour cette sequence peptidique, ledit precede 
comprenant la transfection d'une preparation 
cellulaire par un vecteur portant ladite sequence 
nucleotidique bordee par une ou plusieurs sequences de 
recombinaison RSS ou bordee par un ou plusieurs 
derives biologiquement actifs des sequences RSS , puis 
dans une seconde etape par un ou plusieurs vecteurs 
identiques ou differents permettant 1' expression des 
produits des genes Rag-1 , Rag-2 et de la tenninale 
desoxynucleotidyle transferase ou de leurs derives . 

7. Precede de generation d'une divers ite 
structurale ou fonctionnelle dans une sequence 
peptidique par introduction dans la sequence 

15 nucleotidique correspondant a cette sequence 
peptidique d' insertions ou de d§letions resultant de 
la repetition inverse de sequences adjacentes a des 
sequences de recombinaison RSS ledit precede 
comprenant la transfection d'une preparation 

20 cellulaire par un ou plusieurs vecteurs permettant 
1» expression des produits des genes Rag-1 et Rag-2 ou 
de leurs derives et par un vecteur identique ou 
different portant ladite sequence nucleotidique bordee 
par une ou plusieurs sequences RSS ou par un ou 

25 plusieurs derives biologiquement actifs des sequences 
RSS . 

8. Precede de generation d'une diversite 
structurale ou fonctionnelle dans une sequence 
peptidique par introduction dans la sequence 
nucleotidique correspondant a ' cette sequence 
peptidique d' insertions ou de deletions resultant de 
la repetition inverse de sequences adjacentes a des 
sequences de recombinaison RSS , ledit precede 
comprenant la transfection d'une preparation 



30 
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cellulaire par un vecteur portant ladite sequence 
nucleotidique bordee par une ou plusieurs sequences 
RSS ou par un ou plusieurs derives biologiquement 
actifs des sequences RSS , puis dans une seconde etape 
par un ou plusieurs vecteurs identiques ou- differents 
permettant 1 'expression des produits des genes Rag-1 
et Rag-2 ou de leurs derives . 

9. Procede selon I'une des revendications 5 a 8, 
caracterise en ce que le ou les vecteurs recombines 
portant la sequence nucleotidique correspondant a la 
sequence peptidique sont trans feres dans des bacteries 
af in de selectlonner les proteines presentant ^ la 
structure et/ou la fonction souhaitee. 

10. Precede selon I'une des revendications 5 a 
9, pour I'obtention d' immunoglobulines et notamment 
d'anticorps presentant une grande diversite 
structurelle et f onctionnelle par rearrangement separe 
des chaines legeres et lourdes et co-expression des 
deux chaines • 

11. Procede selon I'une des revendications 5 a 
9, pour I'obtention de recepteurs des cellules 
lymphoides / et en particulier des cellules T , 
presentant une grande diversite structurale et 
f onctionnelle par rearrangement des chaines alpha,, 
beta, gamma et/ou delta des recepteurs des cellules T. 

12. Procede selon la revendication 10 , 
caracterise en ce que le rearrangement des chaines 
legeres est effectue en presence des sequences 
nucleotidiques des genes Rag-l et Rag-2 ou de genes 
conduisant a la synthese de derives ou de fragments 
biologiquement actifs des produits des genes Rag-1 et 
Rag-2 . 

13. Procede selon la revendication lO , 
caracterise en ce que le rearrangement des chaines 
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lourdes est effectue en presence des sequences 
nuclSotldiques des genes Rag-1, Rag-2, et du gene de 
la terminale desoxynucleotidyle transferase ou de 
genes conduisant a la synthese de derives ou de 
5 fragments biologiquement actifs de Rag-1, Rag-2 et de 
la TdT. 

14. precede selon I'une des revendications 5 a 

8 , comprenant les etapes de : 

a) transfection d'une preparation cellulaire 
10 par un ou plusieurs vecteurs portant urie sequence 

nucleotidique codant pour la sequence peptidique dont 
on veut obtenir la variabilite et par un ou plusieurs 
vecteurs identiques ou differents permettant 
1 'expression des genes Rag-1 et Rag-2 ou 1' expression 
15 des genes Rag-1, Rag-2 et de la TdT; 

b) isolement de I'ADN des vecteurs des 

preparations cellulaires ; 

c) elimination des vecteurs n'ayant pas subi de 

recombinaison ; 

20 d) transformation d'hotes cellulaires par les 

vecteurs resultant de I'Stape c) , et 

e) selection des hotes cellulaires exprimant 
les molecules presentant la structure et/ou la 

fonction recherchee. 
25 15. Precede selon la revendication 14, 

caracterise en ce que ladite sequence peptidique est 
une chaine alpha, beta, delta, ou gamma des recepteurs 
des cellules lymphoxdes ou un de leurs fragments ou un 

de leurs derives. 
30 16. Precede selon I'une des revendications 10, 

12 et 13 , comprenant les etapes de : 

a) co-trans fection d'une preparation cellulaire 
par un ou plusieurs vecteurs portant des sequences 
nucleotidiques codant pour des chaines l4geres non- 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



rearrangees et par un ou plusieurs vecteurs exprimant 
les genes Rag-1 et Rag-2 leurs derives et/ou leurs 
fragments , et 

b) co-trans fection d'une autre preparation 
cellulaire par un ou plusieurs vecteurs portant des 
sequences nucleotidiques codant pour des chaines 
lourdes non-rearrangees et par un ou plusieurs 
vecteurs exprimant le gene de la terminale 
desoxynucleotidyle transferase ainsi que les genes 
Rag-1 et Rag-2 , leurs derives et/ou leurs fragments , 

c) isolement de I'ADN des vecteurs des deux 
preparations cellulaires , 

d) elimination des vecteurs n'ayant pas subi ae 
recombinaison , 

e) transformation d'au moins deux cultures 
bactdriennes respectivement par les deux preparations 
obtenues a I'etape d) , amplification et preparation 
des ADN des vecteurs bacteriens , 

f) mise en place sur un meme vecteur des genes 
codant pour les chaines lourdes et legeres , 

g) transformation d'hotes cellulaires par le 
vecteur obtenu a 1 ' etape f ) / et 

h) selection des hotes cellulaires exprimant 
des molecules d' immunoglobulines completes . 

17. Precede selon la revendication 16 , 
caracterise en ce que les vecteurs obtenus a 1 • etape 
c) et n'ayant pas subi de recombinaison sont elimines 
par digestion enzymatique. 

18. Precede selon la revendication 16 , 
caracterise en ce que les preparations cellulaires 
sont des fibroblastes ou toute autre cellule 
eucaryote . 

19. Plasmide pMTdT portant le gene de la 
terminale desoxyribonucleotidyle transferase depose 
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aupres de la Collection Nationale des Cultures de 
Microorganismes sous le N' I 1160. 

20. Precede selon la revendication 16 , 
caracterise en ce que le vecteur exprimant la 

5 terminale desoxyribohucleotidyle transferase est le 
plasmide selon la revendication 19 . 

21. composition pharmaceutique contenant une 
quantite efficace d'au moins une proteine ou peptide 
obtenu par le precede selon I'une des revendications 4 

10 a 18 et 20 en association avec un ou plusieurs 
diluants ou adjuvants compatibles et 

pharmaceutiquement acceptables . 

22. Medicament contenant au moins une proteine 
ou peptide obtenu par le precede selon I'une des 

15 revendications 4 a 18 et 20 . 

23. Reactif de diagnostic contenant au meins 
une proteine ou un peptide obtenu par le precede selon 
I'une des revendications 4 a 18 et 20 . 

24. Coffret pour le diagnostic comprenant au 
20 moins I'un des reactif s selon la revendication 22. 

25. composition immunogene contenant au moins 
une proteine ou un peptide obtenu par le precede selon 
I'une des revendications 4 a 18 et 20. 

26. Anticorps obtenu par le precede selon I'une 
25 des revendications 4 a 18 et 20. 
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Figure 1 

CCGCTCTAGAACTAGTGGATCC-CACAGTG- (12) 

(25) -CACTGTG-GTCGACCTCGAGGGG 
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Figure 2 

CCGCTCTAGAACT.-.GTGGATCC-CACAGTG- ( 12 ) 

(23) -CACTGTG-GTCGACCTCGAGGGG 



CCGCTCTAGAACTAGTGG 

CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATCC 
CCGCTCTAGAACTAGTGG 

CCGCTC 

C CGCTCTAGAACTAGT 

CCGCTCTAGAACTAGTGG — r- 
CCGCTCTAGAJ^CTAGTGGATeC 

CCGCTCTAGAACT ;- 

CCGCTCTAGAJvCTAGTGGATCC 
CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATCC 
CCGCTCTAGAACTAGTGGATCC 

CCGCTCTA.GA_ACTA.GTG 

CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATCC 
CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATCC 
CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATCC 

CCGCTCTAGAACTAGTGG 

CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATC- 
CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATCC 
CCGCTCTAGAACTAGTGGATC- 
CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATCC 
CCGCTCTAGA-ACTAGTGGAT — 
CCGCTCTAGA-ACTAGTGGATCC 
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Figure 3 



CCGCTCTAGAACTAGTGGATCC-CACAGTG- ( 12 ) 

(25) -CACTGTG-GTCGACCTCGAGGGG 
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